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1 Einleitung

Die Arzneimittelsicherheit ist eine der zentralen Fragestellungen bei
der Anwendung von pharmakologisch wirksamen Substanzen am
Menschen. Um diese zu prifen, stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung.

Der Tierversuch ist hier eine oft angewandte Methode. Dabei stellt
aber die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen ein
Problem dar. Die Ubereinstimmung der Resultate wird umso groRer
sein, je grolRer die phylogenetische Verwandtschaft des Versuchs-
tiers ist. Diese ist bei den Primaten gegeben, deren verfugbare
Anzahl aber nicht ausreicht, um hinreichend viele Versuche durch-
zufihren. Bei geringerer Verwandtschaft zwischen der Species und
dem Menschen wird die klinische Ubertragbarkeit schwieriger.
Neben den Kosten stellt sich beim Tierexperiment die Frage nach
der moralischen Vertretbarkeit von Versuchen am lebenden Objekt.
Versuche direkt am Menschen verbieten sich meist aus gleichem
Grunde, es sei denn, es handelt sich um pharmakologische Fragen,
die sich nur am intakten Organismus oder Organ prufen lassen.

Mit der Entdeckung der Zellkultur - der Etablierung von Zellen in
einer Nahrlosung - zu Anfang diesen Jahrhunderts (BEEBE und
EWING, 1906) wurde die Mdglichkeit geschaffen, Zellmaterial in
nahezu unbegrenztem Umfang flir Experimente zur Verfiigung zu
stellen. Die meist operativ gewonnenen Primargewebe kénnen- in
ihre Einzelzellen dissoziiert - Gber einen beliebig langen Zeitraum in
der Kultur gehalten werden. So sind sowohl patientenorientierte
Testreinen als auch Experimente der Grundlagenforschung
maoglich.

(ARPS, 1988)



Bei der Behandlung von Patienten ist wegen der haufig
auftretenden Multimorbiditat eine vielfache medikamenttse
Therapie notwendig. Mit modernen Untersuchungsverfahren kann
vor Anwendung einer Substanz beim Menschen die
Arzneimittelsicherheit in-vitro geprift werden. Insbesondere fir
Tumorpatienten sind derartige in-vitro Untersuchungen wertvoll.
Hier zeigt der Monolayer-Proliferationsassay eine gute klinische
Ubertragbarkeit (ARPS, 1988). Hierbei laRt sich die Dosis-
Wirkungs-Beziehung genauer prifen als z.B. im Tierversuch, da
beim Proliferationsassay die zu untersuchenden Substanzen auf
eine genau definierte Menge reaktiver organischer Masse (hier z.B.
Sarkomzellen) einwirken. Nach dem Anzichten und dem Aussaen
einer genauen Zellzahl werden hierbei die Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben und die Reaktionen der
Zellen durch Auszahlung ihrer Gesamtzahl nach bestimmten
Zeitraumen ermittelt. Die Konzentrationen der zu testenden
Substanzen werden durch Umrechnung der empfohlenen
Therapiedosen (hier: Erythropoietin und Prostaglandine) oder des
Blutserumspiegels (hier: Androgene) auf das ausgeséate
Zellvolumen ermittelt (ARPS, 1988 und MATERIAL UND
METHODEN).

Die Kklinische Problematik der Therapie von Tumorpatienten zeigt
sich beispielsweise bei der Behandlung der Tumoranamie, die
sowohl durch den Tumor selbst (paraneoplastisches Syndrom) als
auch durch bestimmte Therapieformen (z.B. Zytostatikatherapie)
hervorgerufen werden kann. Die Transfusion von Erythrozyten-
konzentraten oder anderen Blutbestandteilen ist hier haufig das

Mittel der Wahl, wenngleich auch aufgrund mdglicher akuter



Nebeneffekte nicht vollig risikolos (MILLER, 1991). Trotz einer
hochentwickelten Transfusionsmedizin besteht aber bei Trans-
fusionen auller der Moglichkeit der Manifestation einer
progredienten Hamosiderose immer noch das Risiko der Infektion
mit Hepatitis- bzw. HIV- Erregern, was gerade in der jlingeren
Vergangenheit zu einer nicht unbetrachtlichen Verunsicherung der
Patienten gefuhrt hat (SCHAEFER und HEIDLAND, 1992).

Bei der Behandlung der renalen Anamie terminal
niereninsuffizienter Patienten konnte in den letzten Jahren das
rekombinante humane Erythropoietin einen wesentlichen Fortschritt
bringen (SCIGALLA et al., 1992). Die Ubertragung dieser
Ergebnisse auf Patienten mit einer manifesten Tumoranamie kann
aber nur unter Vorbehalt, d.h. nicht ohne geeignete Studien
geschehen, da hier eine weitere Variable - der Tumor - zu beachten
ist. So sollte bei Patienten mit soliden malignen Tumoren, z.B.
Sarkomen, immer kontrolliert werden, ob eine angewendete
Substanz eine tumorproliferative Wirkung zeigt und wenn ja, in
welchem Umfang. Dies ist eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit.
Es laRt sich daraufhin pratherapeutisch genau absehen, ob die
Anwendung einer bestimmten Substanz bei einem bestimmten
Patienten zu vertreten ist oder das Risiko bzw. der Faktor der
Tumorproliferation in keinem Verhaltnis zu dem zu erwartenden
Nutzen fur den Patienten steht. Die Androgene, genauer
Testosteron und zwei seiner Derivate sind die zweite
Substanzgruppe, die in dieser Untersuchung auf ihre
tumorproliferative Wirkung in Bezug auf Sarkome getestet wurden.
Die Androgene zeigen eine additive Wirkung zu Erythropoietin in
Zusammenhang mit der Erythropoese (AMMON, 1987).

Desweiteren ist die Anwendung dieser Steroide fur die klinische



Behandlung bestimmter Tumoranamieformen bekannt (FACON,
1991; KOJIMA, 1992). Weiterhin wurde in verschiedenen
Untersuchungen sowohl ein stimulierender (NISHI, 1992) als auch
ein inhibierender Effekt

(HACKENBERG, 1990) von Androgenen auf das Tumor-
zellwachstum nachgewiesen. Aus diesem Grunde erfolgte eine
parallele Prifung im Assay.

Als dritte Substanzgruppe wurden Prostaglandinderivate (PGl, und
PGE1) auf ihre tumorzellproliferativen Effekt getestet. Als Ab-
kommlinge der Arachidonsaure werden diese hauptsachlich zur
intraarteriellen Infusion bei arteriellen VerschluRkrankheiten ver-
wendet (GRUR, 1984 und HEIDRICH, 1988). Ebenfalls finden sie in
der experimentellen Mikrogefal3chirurgie Anwendung (BOUSSER,
1972 und ZIMMERMANN, 1988). Da sie eventuell in der
Rekonstruktionschirurgie nach Tumorresektionen genutzt werden,
erschien auch hier die Uberprifung auf eine eventuelle

tumorstimulierende Wirkung notwendig.

Chemie und Pharmakologie

1. Erythropoietin

Das zum Uberwiegenden Teil (80 %) in der Niere gebildete Hormon
Erythropoietin (Abb. 1) ist ein Glykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 34000 Dalton, dessen pharmakodynamische Wirkung
an die Sequenz von 166 Aminosauren geknupft ist (BALDUS und
BRASS, 1992). In physiologischen Konzentrationen steigert es die
mitotische Aktivitdt der Vorlauferzellen der Erythrozyten, den
“colony forming wunits - erythroid" (CFU-E) sowie den

Proerythroblasten. Die Ausbildung von Megakaryozyten, den
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Vorlauferzellen der Thrombozyten, aus den "colony forming units -
Megacaryozyt" (CFU-Meg) unterliegt ebenfalls dem regulatorischen
Einflu des Erythropoietin

(CLARK und KARMEN, 1987).

Die normale Serum-EPO-Konzentration liegt bei 15-30 U/l (OSTER,
1991). Diese Konzentration kann erhoht sein, was bei einer
Gewebshypoxie (PLATANIAS, 1991) der Fall ist oder auch
erniedrigt sein, z.B. bei einer Zystenniere oder einem
Nierenadenom. Letzteres zeigt die Anwendtbarkeit des
Erythropoietins als Tumormarker.

Seit im Jahre 1985 die Aminosauresequenz des Erythropoietins
entdeckt wurde (LIN et al., 1985), war es moglich, auf gentechnolo-
gischem Wege rekombinantes humanes Erythropoietin (r-HUEPO)
herzustellen. Nach Untersuchungen von WIECZOREK et al. (1992)
ist die Aminosaurezusammensetzung der verschiedenen Chargen
r-HUEPO vergleichbar dem aus Urin isolierten WHO-Standard.
EGRIE wies 1986 nach, daf} das rekombinante Erythropoietin dem
natlrlichen Hormon in seiner biologischen Aktivitat gleicht. In
Voruntersuchungen an Karzinomzellen hat sich kein toxischer oder
therapeutisch nutzbarer Effekt des r-HUEPO nachweisen lassen
(FRIEDRICH, 1994).

2. Androgene

Das natlrliche Androgen ist das Testosteron (Abb.2). Es wird in
den Leydigschen Zwischenzellen des Hodengewebes aus dem aus
Cholesterin entstandenen Pregnenolon gebildet (WELLHONER,
1988). Dies kann entweder ulber die Bildung von Progesteron oder
Epiandrosteron geschehen. Die Nebennierenrinde ist ebenfalls in

der Lage, Androgene zu bilden. Das dabei entstehende Dehydro-
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epiandrosteron wird in den Testes als Testosteronvorlaufer
verwendet. Nach WELLHONER sind die Hauptwirkungen des nach
der Pubertat therapeutisch eingesetzten Testosterons unter

anderem:

- Forderung des Eiweil3anbaus

- Forderung des Einbaus von Calcium und Phosphat in das
Skelettsystem

_  Forderung der Retention von Na*, K" und Wasser

- Fo6derung des Wachstums beim Prostatakarzinom

- Hemmung bestimmter Formen von Mamma- und

Uteruskarzinomen

Testosteron Abb. 2

Nandralon (Abb. 3) und Stanozolol (Abb. 4) sind Derivate des

Testosterons.

Nandralon Abb. 3 Stanozol Abb. 4



Neben den androgenen und anabolen Wirkungen verstarken alle
Androgene die Erythropoese (AMMON, 1987). Dieses wird in einer
Untersuchung von WEBER (1991) bestatigt. Die Plasma-
konzentration von Testosteron betragt 4-10 ng/ml (KRAUSE, 1985).

3. Prostaglandine

Prostaglandine sind wie Thromboxane und Leukotriene
Abkdmmlinge mehrfach ungesattigter Fettsduren, speziell der
Arachidonsaure und spielen eine wichtige Rolle bei Entztiindungs-
und Uberempfindlichkeitsprozessen (LOFFLER und WEISS, 1988).
Die Prostaglandine werden unter Verwendung zelleigener
Membranphospholipide von den meisten Zellarten selbst
synthetisiert, entweder wie in der Lunge und im Gefal3endothel
kontinuierlich oder auf eine &ausseren Reiz hin (WELLHONER,
1988). Hauptwirkungen einzelner Prostaglandine sind eine
Aggregationshemmung der Thrombozyten sowie eine
GefalRdilatation. Prostaglandine sind echte primare Botenstoffe, die
vorwiegend lokal wirken.

Fiur die Testreihen wurden hier Prostaglandin E; (PGE1 , Abb. 5)
und Prostaglandin 12 (PGI2 , Abb. 6)

HO ;
OH

Prostaglandin E1  Abb. 5
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HO OH

Prostaglandin 12 Abb. 6

Fragestellung

Ziel dieser Untersuchung ist es, eine Beeinflussung des
Wachstumsverhaltens von Sarkomzellinien durch die drei
angewandten  Substanzgruppen zu eruieren. Bei einer
tumorproliferativen Wirkung sollte die Grol3e ermittelt werden, um
die Folgen fur den Patienten zu klaren. Eine mafige Stimulation
kann hier noch vertretbar sein, wenn der Nutzen der Substanz
uberwiegt.

Bei einer Hemmung des Wachstums muf3 geklart werden, ob diese
in einem therapeutischen Rahmen liegt, in dem keine zytotoxischen

Effekte zu erwarten sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellinien

Die Versuche wurden an 10 (8) Primartumoren durchgefihrt, die
aus zuvor aufbereitetem Gewebematerial kultiviert worden waren.
Hierbei handelte es sich um Tumore verschiedener
mesenchymaler Herkunft (siehe Tab.1l). Die den Zellkulturen
zugrundeliegenden Gewebeproben wurden dem Pathologischen
Institut der Universitat Hamburg von verschiedenen Kliniken
konsiliarisch zur Chemosensitivitatstestung im Monolayer-
Proliferationsassay Ubersandt. Dabei handelte es sich
ausschlief3lich um OP-Praparate, die nach der ersten Testung im
Proliferationsassay tiefgefroren wurden. Zur Durchfihrung der

Versuche mufiten die Tumore wieder rekultiviert werden.

TAB.1 Zellinienart und Nummer

EPS 87/015 malignes fibroses Histiozytom
EPS 86/102 malignes fibroses Histiozytom
EPS 89/148 Rhabdomyosarkom

EPS 87/266 Rhabdomyosarkom

EPS 89/063 malignes Schwannom

EPS 86/324 malignes Schwannom

EPS 87/214 Liposarkom

EPS 86/197 Liposarkom

EPS 87/072 Fibrosarkom

EPS 89/096 Fibrosarkom

12



2.2 Materialgewinnung

Ausgangsmaterial der Untersuchungen bildete urspringlich
solides Gewebe. Das Praparat wurde steril entnommen und
maoglichst frisch weiterverarbeitet. Das Gewebe wurde in Stlicken
von ca. 0,3 cm Kantenlange bei Raumtemperatur in
Transportmedium eingebracht. Die moglichst schonende und
vollstdndige Dissoziation war bei der Aufbereitung der Praparate
ein wichtiger Faktor, weil dadurch eine grbf3ere Ausbeute an
vitalen Zellen zu erwarten war. Da zellreiche Primartumore
besser wachsen als zellarme und ebenfalls eine hdhere
Anwachsrate haben (ARPS 1988), ist eine mdglichst hohe
Ausbeute anzustreben. Das vorbereitete Gewebe wird vorsichtig
mechanisch zerkleinert. Hat dies noch nicht zu einer gentigenden
Auftrennung gefiihrt, wird eine zuséatzliche enzymatische
Aufbereitung notwendig. Hierfir geeignete Enzyme sind z.B.
Trypsin, Dispase, Kollagenase oder Kombinationen daraus
(ARPS 1988). Die enzymatische Auftrennung der in den
Versuchsreinen verwendeteten Kulturen geschah mit einer
Mischung aus 0,1 U Kollagenase mit 0,8 U Dispase/ml.

Die mit dieser Methode erhaltenen Zellsuspensionen werden in
75 ccm  Kulturflaschen (Fa. Nunc, Déanemark) mit 20 ml

Kulturmedium ausgesat.
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2.3 Zellkultivierung

Bei der Kultivierung von Zellen sollte die in-vivo Situation
maoglichst getreu dargestellt werden. Als wichtigste Parameter
dienen hierftr: pH, Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Osmolaritat.
Als Inkubationsmedium flr die Tumorzellkulturen diente
Leibowitz L-15 Medium, dem folgende Zuséatze zugesetzt wurden
(bezogen auf 500 ml Grundmedium): 50 ml fétales Kélberserum;
0,5 mg Glutamin; 3,1 mg Fetuin; 1,25 mg Transferrin; 0,56 ¢
Natriumhydrogencarbonat; 40 IE Insulin; 50 ml MEM Vitamine
sowie 250 mg Glukose.

Die Inkubationstemperatur lag analog der Koérpertemperatur des
Menschen bei 37° C (Inkubator: Stericult, Fa. Labotec, Gottin-
gen). Um einer Verschiebung der Konzentrationen und der
Osmolaritat durch  Verdunsten von Medium aus den
Kulturflaschen entgegenzuwirken, muf3ten die Brutschranke eine
95 %ige Luftfeuchtigkeit aufweisen. Die Begasung der Schranke
erfolgte  mit atmospharischer Luft incl. 5% CO, Dieses
Gasgemisch stellte den O,-Bedarf der Zellen sicher. Das
Kohlendioxid bildet den Saureanteil eines Puffers, dessen
korrespondierende Base im Medium mit Natriumbicarbonat
gegeben war. Die Osmolaritat des Mediums war mit einer engen
Grenze der naturlichen von 290 mOsmol/l angeglichen.

Das Kulturmedium in den Flaschen war nach durchschnittlich 2-3
Tagen - abhangig vom Wachstum der jeweiligen Tumorzellinie-
aufgebraucht und mul3te ausgetauscht werden. Dies wird optisch
durch einen Indikator im Medium (Phenolrot) angezeigt

(Umschlag nach gelb bei pH 6,4 - 6,8). Hierzu wurde das
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verbrauchte Medium entfernt. Nach dem Spulen der Flaschen mit
5 ml PBS wurden 20 ml frisches Medium in die Kulturflaschen
pipettiert. Alle Manipulationen an den Zellinien wie z.B. der
Mediumwechsel oder die Passagierung wurden unter einer
sterilen Werkbank (Bench) durchgefuhrt, um die Gefahr der
Kontamination der Kulturen durch Mikroorganismen zu

verringern.

2.4 Passagierung der Kulturen

Um den in-vitro wachsenden Monolayer Uber einen langeren
Zeitraum zu halten, oder auch um die Zellen einzufrieren oder zu
ernten, ist eine Passagierung der Kulturen in Abhangigkeit von
der Wachstumsgeschwindigkeit notwendig. Dazu wurden nach
Entfernen des Kulturmediums die Zellen 10-15 Minuten mit einer
0,05 % Trypsinlésung in 0,05 % Kalzium-freiem EDTA
Uberschichtet. Dies fuhrt zu einer Ablésung des Zellrasens vom
Boden der Kulturflasche sowie zu einer Losung der
Interzellularverbindungen. Die nun vorliegende Einzelzell-
suspension konnte jetzt - unter Zugabe von Medium - in einer
definierten Zellzahl ausgeséat oder eingefroren werden. Dies
geschah, indem die Zellen zunachst 5 min. bei 1000 U/min
zentrifugiert wurden, danach in 1 ml einer Losung aus 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid) in Kulturmedium uberfthrt, bei 18° C
einige Stunden vorgekuhlt wurden, um dann bei -80° C
tiefgefroren zu werden. Als Gefal3 dienten jeweils Kyroréhrchen
mit Schraubstopfen (2 ml Inhalt) der Fa. Nunc, Danemark. Alle

untersuchten Zellkulturen der Primartumoren wurden aus bereits
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tiefgefrorenen Proben rekultiviert und lagen zum

Versuchszeitpunkt in verschiedenen Passagen vor.

2.5 Rekultivierung der Proben

Die tiefgefrorenen Zellsuspensionen wurden bei Raumtemperatur
vorsichtig aufgetaut und in ein steriles 10 ml Reagensglas mit
Kulturmedium dberfihrt. Nun wurde bei 1000 U/min 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, das
entstandene Zellpallet mit frischem Kulturmedium aufgenommen

und in einer 75 ccm Kulturflasche mit 20 ml Medium ausgesat.

2.6 Dekontamination von Zellkulturen

Die Kontamination durch Mikroorganismen ist ein Problem der
Primé&r- und Langzeitkultur. Bei primar sterilen Kulturen kann dies
entstehen durch:

a. Unachtsamkeit bei der Handhabung

b. Kontamination von Medien

c. Sprunginfektion aus bereits kontaminierten Kulturen, die im

gleichen Brutschrank lagern.

Zu beachten ist, daR es bei der in-vitro-Dekontamination der
Infektionen mit Antibiotika bzw. Antimykotika u.U. zu
zytotoxischen Effekten auf die kultivierten Zellen kommen kann,
die den Versuch verfalschen bzw. unmdglich machen.
So stellt sich bei Kulturen, die nur unter dauerender Zugabe von
Antibiotika bzw. Antimykotika wachsen die Frage, ob ein
beobachteter Effekt im Proliferationsassay durch die zu
untersuchende Substanz , das Antibiotikum oder durch eine

Wechselwirkung Substanz / Antibiotikum hervorgerufen wurde.
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Trat bei den hier untersuchten Zellinien eine Kontamination auf
(n=4 Falle), wurde wie folgt verfahren:
a. Bakerielle Kontamination (n=3 Falle)
3-tdgige Behandlung mit einer Kombination aus Penicillin/
Streptomycin (100 pg/ml Medium) und Neomycin/Bactracin
(20 pg/ml Medium)
Beobachten der Kultur auf Reinfektion und ggf. erneute
Behandlung
b. Vermutete Infektion durch Mycoplasmen (n=1
Fall)Behandlung der Kultur mit Mycoplasma removal agent
(MRA, Fa. Dainippon Co. & ICN Biomedicals, England)

2.7 Testverfahren

Die Grundlage der Substanztestungen bildete der Monolayer-
Proliferationsassay (DIETEL et al. 1987, ARPS 1988). Die
Aussaat der Zellen erfolgte in 12# Cluster-Petrischalen (DIETEL
1987, ARPS 1988). Das Vorgehen war wie folgt:

Zunéchst wurden die Zellen der zu testenden Linie trypsiniert, um
sie vom Boden der Kulturflaschen zu l6sen (siehe 2.4.). Die
abgelosten Zellen wurden in ein mit Kulturmedium gefilltes
Reagenzglas Uberfuhrt. Nach Bestimmung der Zellzahl pro ml
der so entstandenen Zellsuspension konnte nun die Aussaat
einer definierten Anzahl von Sarkomzellen (meist 5000-10000
pro Napf des Clusters, abhangig von der jeweiligen Wachstums-
geschwindigkeit der Zellinie) erfolgen. Die Cluster wurden 1-3
Tage unter den in 2.3. beschriebenen Inkubationsbedingungen
gehalten, um ihnen das Absetzen auf dem Schalenboden und

das Erreichen der logarythmischen Wachstumsphase zu
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ermoglichen. Am Tag O der Testung wurden die zu
untersuchenden Substanzen in den festgelegten Konzentrationen
(K3-K1 Erythropoietin, 10xK3-K1 Androgene, KS3-3xKO0,1
Prostaglandinderivate), geldst in 1 ml Medium, zugegeben. Der
Test erfolgte jeweils in 3 parallelen Ansatzen (ARPS, 1988). Bel
allen drei Substanzgruppen wurde sowohl am Tag 1 als auch am
Tag 2 der Testung ein Mediumwechsel/Substanz- wechsel
durchgefuhrt. Am Tag 3 wurden die Zellen trypsiniert und die
Zahl der lebenden Zellen unter Einwirkung der verschiedenen
Substanzkonzentrationen mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zahl-
kammer ermittelt (Mikroskop: Phasenkontrastmikroskop, Fa.
Olympus).

Pro Zellinie wurden am Tag O und Tag 3 jeweils aus sechs
unbehandelten Clustern die Zellzahl ausgezahlt. Diese Werte
stellten den Ausgangskontrollwert ZZ prae und den
Endkontrollwert ZZ post der unbehandelten Kontrollkulturen dar.
Zu beachten ist hier, dal3 bei Substanzen, die eines speziellen
L6ésungsmittels bedtrfen (siehe Androgene), eine zusétzliche ZZ
post-Kontrolle notwendig wird. In dieser Kontrolle wird den
Sarkomzellen das reine Ldsungsmittel in der am hochsten
vorkommenden  Konzentration  hinzugefigt. So  konnte
ausgeschlossen werden, dafd ein durch das Losungsmittel
verursachter Effekt als Substanzwirkung fehlgedeutet wird. Liegt
namlich der Wert der unbehandelten ZZ post-Kontrolle in der
gleichen GroRRenordnung der behandelten ZZ post-Kontrolle,
konnte davon ausgegangen werden, dal3 das Losungsmittel

keine Wirkung auf die Zellinien ausubt.

18



Die Wirksamkeit der untersuchten Substanzen konnte an der
relativen Wachstumsveranderung gemessen werden, die sich
unter ihrer Einwirkung vollzog. Die Vergleichsgril3e stellte hierbei
die Zunahme der Zellzahl der unbehandelten Kontrollgruppe dar
(Zz diff). Hierbei handelte es sich um die Differenz der an Tag 0
(ZZ prae) und Tag 3 (ZZ post) ermittelten Zellzahlen:

ZZ diff = ZZ post - ZZ prae

Um eine Relation zu den behandelten Ansatzen zu erhalten,
wurde ZZ diff gleich 100 % gesetzt. Nun wurde fir jede der 3
bzw. 6 zugegebenen Substanzkonzentrationen (Ki) die Zellzahl
unter Einwirkung der Substanz bestimmt. Diese Zellzahl wurde
als relatives Wachstum im Verhaltnis zu ZZ diff ausgedrickt (W
Ki %). Dazu wurde die Differenz zwischen der unter
Substanzugabe ermittelten Zellzahl (ZZ Ki) und der
Ausgangskontrolle(ZZ prae) ermittelt, durch ZZ diff dividiert und
mit 100 multipliziert,um zu einer prozentualen Darstellung zu

gelangen:

(ZZK, —ZZprae)x100
ZZ diff

WK % =

miti=123,(4,56)
Die relativen Wachstumswerte (W Ki %) und der

Ausgangskontrollwert von 100 % (ZZ diff) konnten nun gegen die

Konzentrationen aufgetragen werden.
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2.8 Wachstumskurven

Um die Wachstumskinetik der jeweiligen Sarkomzellinien zu
bestimmen, wurde als Kontrolle eine Wachstumskurve jeder
Zellinie bestimmt. Hierzu wurde jede Kultur tlber mehrere Tage (7
bzw. 8) in 12# Cluster-Petrischalen ausgewertet. Wie in Abschnitt
2.6. beschrieben, wurde dazu wieder eine bestimmte Anzahl von
Zellen pro Cluster ausgesat und alle 48 Stunden die Zahl der
lebenden Zellen ermittelt. Diese Zahl konnte in der Grafik als
Funktion der Zeit aufgetragen werden.

(siehe Anhang: Wachstumskurven)

2.9 Verdunnungsreihen

Um eine fir den ausgewachsenen menschlichen Korper
festgelegte Substanzkonzentration auf eine fur die Zellkultur
anwendbare Konzentration zu reduzieren, sind Verdinnungs-
reihen notwendig. Dieser Abschnitt zeigt die Herstellung der
Verdinnungsreihen der angewandten Substanzen. Dazu werden
zunéchst Substanzgruppen, Produktnamen und Konzentrationen
aufgefuhrt. Danach wird fir jede Substanz der jeweiligen
Substanzgruppe beschrieben, wie die Verdinnungsreihe
hergestellt wurde. Im Fall der Androgene werden aul3erdem

Vorversuche zur Loslichkeit dargestellt.
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2.9.1 Prostaglandinderivate

2.9.1.1PGE1 (Alprostadil)

2.9.1.1.1Produktname und Hersteller

Prostavasin, Schwarz Pharma AG Monheim

2.9.1.1.2Darreichungsform und Zusammensetzung

1 Ampulle mit 48,2 mg Trockensubstanz aufzulésen in

50 ml physiologischer Kochsalzlésung

1 Ampulle enthalt:

Alprostadil-alpha-Cyclodextrin-Einschluf3verbindung

666,7 ug bestehend aus:Alprostadil 20 ug
alpha-Cyclodextrin 646,7 ug

2.9.1.1.3Angewandte Konzentrationen

Initialdosis laut Herstellerangabe: 10 pg tber 60 - 120 min
(0,1 - 0,6 ng/ kg KG/ min)
Bei einem 70 kg schweren Kdrper mit ~ 14000 mi
Extrazellularfltissigkeit (EZF) entspricht das:
10 pg/ 14000 mi
= 10 ng/ 14 ml
= 0,71 ng/ ml
Diese Konzentration wurde als mittlere Konzentration K,

angenommen. Daraus ergaben sich folgende Werte:

Ks =7,1 ng/ mi (= 20,02 nmol/ 1)
3xK, = 2,13 ng/ ml (= 6,008 nmol/ 1)
K, = 0,71 ng/ ml (= 2,002 nmol/ 1)
3xK; =213 pg/ mi (= 600,8 nmol/ 1)
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K1 =71 pg/ mi (= 200,2 pmol/ 1)
3xK0,1 =21,3 pg/ ml (= 60,08 pmol/ 1)

2.9.1.2PGI2 (Prostacyclin)

2.9.1.2.1Produktname und Hersteller

lloprost, Schering AG, Berlin

2.9.1.2.2Darreichungsform und Zusammensetzung

Ampulle mit 1 ml Losung (0,1 mg/ml)

2.9.1.2.3Angewandte Konzentrationen

Herstellerangabe: 5 ng/ kg KG/ min

Korper: 70 kg, 14000 ml EZF:
350 ng/ 14000 ml

=350 pg/ 14 ml

= 25 pa/ ml =K,
Ks = 250 pg/ml (= 720,46 pmol/ I)
3xK; =75 pg/ mi (= 216,13 pmol/ I)
K, = 25pg/ ml (= 72,04 pmol/ 1)
3xKy =7,5 pg/ mi (= 21,61 pmol/ 1)
K1 = 2,5 pg/ mi (=7,2 pmol/ )

3xKo1 =0,75 pg/ mi (= 2,12 pmol/ )

2.9.1.3Herstellung der Verdinnungsreihen

2.9.1.3.1Prostavasin

Die Stamml6ésung enthéalt 20 pg/ 50 ml
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(= 400 ng/ ml)= Stammlosung (SL)

0,5mISL  + 27,5 ml Medium =Kz [ 7,2 ng/ ml] 4 ml
Ks + 9,3 ml Medium =3xK, [2,13ng/ ml]

4 ml3xK, + 8 ml Medium =K [ 0,71 ng/ ml ]

4 ml K, + 9,3 ml Medium =3xK; [213 pg/ ml]

4 ml 3xK; + 8 ml Medium =K, [ 71 pg/ ml ]

4 ml K + 9,3 ml Medium = 3xKo1 [21,3 pg/ ml]

2.9.1.3.2Prostacyclin

Die Stammloésung enthélt 0,1 mg/ml.

10 ul SL + 990 pl Medium = Vorverdinnung [1ug/ml]

10 ulvv, + 990 pl Medium =1[10 ng/ml]

500 pl VV, + 19,5 ml Medium= K3 [250 pg/ml]

4 ml K + 9,3 ml Medium = 3xK; [75 pg/ml]
4ml 3xK,  + 8 ml Medium = [25 pg/ml]

4 ml K, + 9,3 ml Medium = 3xK; [7,5 pg/ml]
4ml3xK, + 8 ml Medium =K; [2,5 pg/ml]

4 ml K1 + 9,3 ml Medium = 3xKq, [0,75 pg/ml]

2.9.2 Erythropoietin

2.9.2.1ERYPO4000

2.9.2.1.1Hersteller

Cilag Gmbh, Sulzbach/ Ts.
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2.9.2.1.2Darreichungsform und Zusammensetzung

Injektionsflasche mit 4000 Einheiten (entsprechend 33,6 ug)
Erythropoietin human, rekombiniert in 1 ml steriler,

gepufferter Proteinldsung

2.9.2.1.3Angewandte Konzentrationen

Die Varianz der angegebenen Therapiedosen erstreckte sich

von 3x 15 E/kg KG bis 3x 200 E/kg KG. Fur die Tests wurde

eine Dosis von 10 - 40 - 200 E/kg festgelegt.

Beispiel: 10 E/kg KG bei 70 kg = 700 E/ 14000 ml EZF =
0,05 E/ml =50 m.E/ml.

2.9.2.1.3.1Proliferationstestung

K; = 1000 m.E/mi
K, = 200 m.E/ml
Ki = 50m.E/ml

2.9.2.1.3.2 Zytotoxizitatstestung

Ks = 1000 E/ml
K = 200 E/ml
Ki = 50E/ml

2.9.2.2RECORMON1000

2.9.2.2.1Hersteller

Boehringer Mannheim Gmbh
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2.9.2.2.2Darreichungsform und Zusammensetzung

2.9.2.2.3Angewandte Konzentrationen

Injektionsflasche mit 1000 Einheiten Epoetin beta

Ldsungsmittelampulle mit 1ml Wasser

2.9.2.3Herstellung der Verdinnungsreihen

siehe ERYPO4000

2.9.2.3.1ERYPO 4000

Kz

- Proliferationstest

Stammldsung: 4000 E/ml ( =4 000 000 mE/ml
=40 000 mE/ 10 pl)

10 pl SL + 40 ml Medium = Kgj

8 mlK; + 32 ml Medium =K,

8 ml K, + 24 mlMedium =K;

- Zytotoxizitatstest

1 mlSL + 3 ml Medium= Kj

800 pl Ks
(200 E/ml)

25

(1000 mE/ ml)

(200 mE/ ml)

(50 mE/ ml)

(1000 E/ml)

+ 3,2 ml Medium=



800 ul K, + 3,2 ml Medium=
K: (50 E/mlI)

2.9.2.3.2RECORMON1000

- Proliferationstest

Stammldsung enthalt 1000 E/ml.

40 pl SL + 40 ml Medium =K, (1000 m.E/ml)
8 ml K; + 32 ml Medium =K, (200 m.E/ml)
8 ml K2 + 24 ml Medium =K, (50 m.E/ml)

- Zytotoxiztatstest

Stammldsung entspricht K3 (1000 E/ml)

1,6 ml K; + 6,4 ml Medium= K,(200
E/ml)
1,6 ml K, + 6,4 ml Medium= K(50 E/ml)

2.9.3 Androgene

Im Fall des Testosterons und seiner Derivate muldten
Vorversuche zur Lo6slichkeit unternommen werden, da es in den
hochsten Konzentrationen zum Ausfallen der Substanzen kam.

So wurden Vorverdinnungen (VV; Lésungsmittel Athanol)
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hergestellt, die dann zu den entsprechenden Konzentrationen
weiterverdinnt wurden. Wie in 2.7. dargestellt wurde eine weitere
ZZ post ausgesat, der das Losungsmittel in seiner hochsten
vorkommenden Konzentration (hier bei 10xK3 = 1%0) hinzugefiigt
wurde, um eine Kontrolle Uber eventuelle Wirkungen des

Athanols auf die Zellkultur zu haben.

2.9.3.1Testosteron

2.9.3.1.1Hersteller

Fa. Sigma

2.9.3.1.2Darreichungsform

Flasche mit 1g Trockensubstanz

2.9.3.1.3Angewandte Konzentrationen

Die Konzentrationen wurden anhand des Plasmaspiegels von
Testosteron (Varianz: 10 - 4 ng/ml) festgelegt.

10x Kz =1 pg/ml (3,46 pumol/ml)
Ks =100 ng/ml (0,34 pmol/ml)
3xK, =30 ng/mi (104,02 nmol/ml)
K, =10 ng/ml (34,6 nmol/ml)
3xKy =3 ng/ml (20,4 nmol/ml)
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K1 =1 ng/ml (3,46 nmol/ml)

2.9.3.2Nandralon

2.9.3.2.1Hersteller

Fa. Sigma

2.9.3.2.2Darreichungsform

Flasche mit 100 pg Trockensubstanz

2.9.3.2.3Angewandte Konzentrationen

siehe Testosteron (durch das unterschiedliche Molekulargewicht

ergibt sich lediglich eine andere mol-Konzentration)

10x Ks = 3,64 pumol/ml
Ks = 0,36 pumol/ml
3x K, =109,3 nmol/ml
K> = 36,4 nmol/ml
3x K; = 10,9 nmol/ml
K, = 3,64 nmol/ml

2.9.3.3Stanozolol

2.9.3.3.1Hersteller

Fa. Sigma

2.9.3.3.2Darreichungsform

Flasche mit 1g Trockensubstanz
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2.9.3.3.3Angewandte Konzentrationen

siehe Nandralon

10x K3

Ks

33X K,

Kz

3x K;

K1

= 3,04 pmol/ml
= 0,304 pmol/ml
= 91,3 nmol/ml
= 30,4 nmol/ml
= 9,13 nmol/ml

= 3,04 nmol/ml

2.9.3.4Herstellung der Verdiinnungsreihen

2.9.3.4.1Testosteron

vom Hersteller angegebenes Lsungsverhaltnis:

100 mg/ml (Stammloésung SL)

o0opulSL +
10 pl vV +
Hg/ml)
1,5 ml 10x K;+
4 ml K; +
4ml3xK, +
4 ml K, +
4 ml 3xK; +

9,9 ml Medium =VV (21000ug/ml)
10 ml Medium = 10x K3 (1

13,5 ml Medium =K; (200 ng/ml)
9,3 ml Medium =3xK, (30 ng/ml)

8 ml Medium =K (20 ng/ml)
9,3 ml Medium =3xK; (3 ng/ml)
8ml Medium =K, (2 ng/ml)
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2.9.3.4.2Nandralon

Stammlésung 50 mg/ml

100 pl SL

25 ul vV

1,5 ml 10xKs
4 ml Ky

4 ml 3xK;

4 ml K,

4 ml 3xK;

+ 9,9 ml Athanol

+ 12,5 ml Medium
+ 13,5 ml Medium
+ 9,3 ml Medium
+ 8 ml Medium

+ 9,3 ml Medium

+ 8 ml Medium

2.9.3.4.3Stanozolol

Stammldsung 50 mg/ 4 mli

400 pl SL

25 ul vV

1,5 ml 10xKs
4 ml Ky

4 ml 3xK;

4 ml K,

4ml 3xK;

+ 9,6 ml Athanol

+ 12,5 ml Medium
+ 13,5 ml Medium
+ 9,3 ml Medium
+ 8 ml Medium

+ 9,3 ml Medium

+ 8 ml Medium

30

= Vorverdinnung
(500ug/ml)
= 10xK3 (1 pg/ml)

=K,
= 3xK,
=K,
= 3xK;
=K

(200 ng/ml)
(30 ng/ml)
(20 ng/ml)
(3 ng/ml)
(2 ng/ml)

= Vorverdinnung
(500ug/ml)
= 10xK3 (1pg/ml)

(200 ng/ml)
(30 ng/ml)
(20 ng/ml)
(3 ng/ml)
(1 ng/ml)



2.10Ubersicht der angewandten Konzentrationen

2.10.1ERYPO und RECORMON

2.10.1.1 Proliferationstestung
Ks = 1000 m.E/ml
K, = 200 m.E/ml
K1 =50 m.E/ml
2.10.1.2 Zytotoxizitatstestung
Ks = 1000 E/ml
K, = 200 E/ml
K, =50 E/ml

2.10.2Prostaglandine

2.10.2.1PGE1 (Alprostadil)

Ks
3xK,
K2
3xK;
K1
3xKo 1

=7,1 ng/ mi
=2,13 ng/ ml
= 0,71 ng/ ml
=213 pg/ mi
=71 pg/ ml
= 21,3 pg/ ml
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2.10.2.2PGI2 (Prostacyclin)

Ks = 250 pg/ml (720,46 pmol/ 1)
3xK; =75 pg/ ml (216,13 pmol/ 1)
K> = 25pg/ ml (72,04 pmol/ )
3xKy =7,5 pg/ mi (21,61 pmol/ )
K1 = 2,5 pg/ mi (7,2 pmoal/ 1)
3xKo 1 =0,75 pg/ ml (2,1 pmol/ 1)

2.10.3Androgene

2.10.3.1Testosteron

10x Ks =1 pg/mi (3,46 pumol/ml)
Ks =100 ng/ml (0,34 umol/ml)
3x Ky = 30 ng/ml (104,02 nmol/ml)
K, =10 ng/ml (34,6 nmol/ml)
3x Ky = 3 ng/ml (10,4 nmol/ml)
K =1 ng/ml (3,46 nmol/ml)

2.10.3.2Nandralon

10x K3 =1 pg/mi (3,64 pumol/ml)
Ks =100 ng/ml (0,36 umol/ml)
3x K, = 30 ng/ml (209,3 nmol/ml)
K> =10 ng/ml (36,4 nmol/ml)
3x Ky =3 ng/ml (20,9 nmol/ml)
K1 =1 ng/ml (3,64 nmol/ml)
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2.10.3.3Stanozolol

10x K3 =1 pg/mi
K3 =100 ng/ml
3x K2 = 30 ng/ml
K2 =10 ng/ml
3x K1 = 3 ng/ml
K1 =1 ng/ml
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3 Ergebnisse

3.1 ERYTHROPOIETIN

3.1.1 ERYPO 4000 (Proliferationsassay)

Im Proliferationsassay zeigen die Zellinien ein relativ uneinheitliches
Bild. Wahrend drei Linien (Liposarkom 86/197, Fibrosarkom 87/072,
Fibrosarkom 89/096) keine wesentliche Abweichung ihres
Wachstumsverhaltens gegentber der unbehandelten Kontrollprobe
zeigen, ist bei funf Linien (Liposarkom 87/214, malignes Schwannom
89/063 ab Konzentration K, malignes Schwannom 86/324,
Rhabdomyosarkom 89/148, Rhabdomyosarkom 87/266) ein leichter
inhibitorischer Effekt zu beoachten (Abb. 1 u. Abb. 2).

ERYPO Pl ifeat ionss t

—=—— 89/063

—— 86/324

—e—— 89/148

rel. growth

—o—— 87/266

ooncent fat ions

Abb.1

In der Konzentration K1 (50 m.E./ml) liegt dieser Effekt im Bereich von
33,8 % des Wachstums der Leerprobe (89/063) bis 166,4 % (87/214).
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ERYPO Pl ifeat onges t

‘ ‘ |
Ko K1 K2 K3 | a  grou
—0— 86/197

—e—— 87/072

rel. growth

—<o—— 89/0%

Abb. 2

In der Konzentration K, (200 m.E./ml) fallen alle finf Linien unter 0 %
(-9,2 % bis -174,4 %).

Aufféllig an der nachsten Konzentrationsstufe (K; = 1000 m.E./ml)

ist das Wachstumsverhalten des Rhabdomyosarkoms 89/148.
Wahrend die vier dbrigen Linien eine weitere Verringerung des
relativen Wachstums zeigen (-32,3 % bis -206,8 %), steigt es bei
89/148 wieder an, bleibt aber mit -28,5 % im negativen Bereich. Die
drei Sarkomzellinien, die keine signifikante Anderung ihres
Wachstums zeigen, bleiben Utber alle drei Konzentrationen im Bereich

von 22,2 % bis 93,8 % relativen Wachstums.

3.1.2 RECORMON (Proliferationsassay)

Hier zeigen funf Linien (87/214, 89/148, 87/266, 89/063, 86/324)
bereits in der Konzentration K; einen inhibitorischen Effekt im Bereich
von
-21,4 % bis -109,9 % (Abb. 3 u. Abb. 4).
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RECORM O NPl ifeiat iond est

rel. growth

—a— 87/214

—— 86/197

——e—— 87/072

rel. growth

——— 89/0%6

Abb. 3 (oben) u. Abb. 4

Die Zellen der beiden Fibrosarkome (87/072 und 89/096) verringern
zwar auch ihr Wachstum auf 85,4 % bzw. 6,3 %, bleiben aber im
positiven Bereich. Das Wachstum des Liposarkoms 86/197 steigt in
dieser Konzentration auf 156,1 %, um in der Konzentration K, wieder
abzusinken (120,4 %). In der Konzentration K; ist diese Linie die
Einzige, die im Bereich positiven relativen Wachstums bleibt (48,7 %).

Die Ubrigen Sarkomzellinien demonstrieren in den Konzentrationen K,
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und K3 ein annédhernd lineares Absinken des relativen Wachstums im
Bereich von 18,3 % bis -214,9 % (K;) bzw. -1 % bis -222,9 % (Ky).
Lediglich die Zellinie 89/148 (Rhabdomyosarkom) zeigt bei K, einen

Peak auf -1,4 %, bleibt aber im negativen Bereich.

3.1.3 ERYPO 4000 (Zytotoxizitatstest)

In dieser Versuchsreihe wurden die Sarkomzellinien mit unphysio-
logisch hohen Dosen rHuEpo von 1000 i.E./ml (K3), 200 i.E./ml (Ky)
und 50 i.E./ml (K1) behandelt. Diese Dosierungen gelten auch fir den
Zytotoxizitatstest mit RECORMON (siehe 1.4.).

In der Konzentrationsstufe K, zeigen die Linien ein uneinheitliches

Bild (Abb. 5 u. Abb. 6).

ERYPO Zyot oxiztéts est

—=—— 89/148

—o— 87/266

——+—— 89063

rel. growth

—o—— 86/324

Abb. 5
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ERYPO Zytotoxi 2 téd est

—a— 87/214
—0O— 86/197
* ——— 87/072

—o—— 89/09%

t t T
KO K1 K2 K3
ooncent rat ions

Abb. 6

Wahrend sechs Linien einen Abfall im Bereich von 99,3 % bis 43,5 %
ihres relativen Wachstums - lediglich eine, das maligne Schannom
89/063 fallt hier unter 0 % (-11,5 %) - demonstrieren, ist bei zwei
Zellinien ein Anstieg des Wachstums zu beobachten. Ist dieser
Anstieg bei der Linie 86/197 (Liposarkom) mit 109,7 % noch recht
gering, fallt er bei 87/266 (Rhabdomyosarkom) mit 214,4 % sehr
deutlich aus. In der Konzentration K2 zeigen zwei Linien einen
geringfigigen Wiederanstieg ihres Wachstums (Rhabdomyosarkom
89/148 von 43,5 % auf 56,5 %; Schwannom 89/063 von -11,5 % auf O
%).Einen sehr drastischen Wiederanstieg zeigt das Fibrosarkom
87/072 (von 75,9 % auf 115,5 %). Alle Ubrigen Zellinien demonstrieren
eine Verringerung ihrer Wachstumsaktivitat im Bereich von 34,3 % bis
95,1 %. Das Rhabdomyosarkom 87/266 zeigt zwar mit einer
Verringerung von 214,4 % auf 181,8 % ebenfalls ein Absinken seiner
Wachstumsaktivitat, bleibt aber deutlich im Bereich tiber 100 %. In der
Konzentration K3 liegen funf Linien im Bereich von 56 % bis 1,9 %
relativen Wachstums, drei Zellinien im negativen Bereich von 13,9 %
bis -82,7 %.
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3.1.4 RECORMON (Zytotoxizitatstest)

In dieser Versuchsreihe (Abb. 7 u. 8) zeigen finf Zellinien in der
Konzentration K1 einen Abfall inre Wachstumsaktivitat im Bereich von
72,3 % (87/072) bis -43,1 % (89/063). Die Zellen des Rhab-
domyosarkoms 87/266 demonstrieren ein geringfligiges Ansteigen
ihres relativen Wachstums auf 114,4 %. Auffallend ist hier die
Reaktion der beiden Liposarkomzellreihen. Beide zeigen einen
deutlichen Stimulationseffekt, der sich fir 87/214 auf 243,1 % und fur
86/197 auf 193,1 % belauft.

RECORM ONytooxi 7€l est

rel. growth

Abb. 7

In der Konzentrationsstufe K2 liegen vier Linien noch im Bereich
positiven Wachstums (101,5 % bis 37,4 %), wahrend die Ubrigen
Zellinien im negativen Bereich (-17,1 % bis -80,4 %) liegen.
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RECORM O Nytotoxi z tétd est

—n— 87/214
—— 86/197

—— 87/072

rel. growth

—o—— 89/09%

Abb. 8

40




3.2 ANDROGENE

Bei diesen Versuchsreihen wurden die Grafiken pro Zellinie ange-
fertigt, um die drei Substanzen in ihrer Wirkung direkt vergleichen zu
konnen.

Im Anhang finden sich weitere Grafiken, die einen Vergleich der

Zellinien fur jede der einzelnen Substanzen ermaoglichen.

3.2.1Liposarkom 86/214 (Abb. 1)

Liposacom a 89/214: Tebd eone

—=— Tedodeon

——— Nandal on

rel. growth

——+—— Stanazol ol

Abb. 1

In den Konzentrationen K; 3xK; und K, (Dosierungen siehe
MATERIAL UND METHODEN) zeigt das Liposarkom bei allen drei
Substanzen ein relativ lineares Absinken seiner Wachstumsaktivitat
auf Werte von 6,2 % bis -1,7 %. In der Konzentration 3xK,ist ein
Wiederanstieg des Wachstums zu beoachten (68,1 % bzw. 67,9 %).
Diese Werte werden bei K; anndhernd gehalten. Bei 10xK; ist
wiederum ein Abfallen der Wachstumsaktivitat zu bemerken. (Werte
von 44,4 % bis -0,5 %).

41



3.2.2 Liposarkom 86/197 (Abb. 2)

Liposaiocom a 86/197: Ted og eone

—a— Tedoden

—0O— Nanddl on

——+—— Stanozl ol

Abb. 2

Dieses Sarkom zeigt ein ahnliches Verhalten wie 89/214. Das relative
Wachstum verringert sich auf Werte von 45,8 % bis 32,1 % in der
Konzentration K,, um in 3xK, wieder anzusteigen.In den Konzen-
trationen Ks; und 10xK; ist wieder ein Absinken der
Wachstumsaktivitat auf Werte von 85,1 % bis 54,7 % zu beobachten.
Auffallend ist hier die Reaktion der Liposarkomzellen auf die
Konzentrationen K; und 3xK, von Stanozolol. In beiden Fallen ist ein
Anstieg des relativen Wachstums tiber 100 % zu bemerken
(Ky =122,1 %, 3xK, = 166 %).

3.2.3 Malignes Schwannom 89/063 (Abb. 3)

Hier ist ebenfalls ein dhnliches Bild wie bei den beiden vorherigen
Linien zu beobachten. Augenféllig ist lediglich, daf3 die Wachs-
tumsminima in den Konzentrationen K, und 10xK; mit Werten von -
170,8 % bis -266,6 % bzw. -80 % bis -258,3 % andere

GrofRenordnungen erreichen.
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Schwannom a89/063: Ted og eone

Tedogeron

—0O— Nandrdon

rel. growth

——+—— Stanozl ol

Abb. 3

In der Konzentration K3 fur Nandralon ist ein Peak auf 179,2 %
relativen Wachstums zu erkennen.

3.2.4 Malignes Schwannom 86/324 (Abb. 4)

Schwannom a86/324: Tesbd eone

—8— Tedodeon

—0C— Nandd on

rel. growth

——<—— Stanozol ol

Abb. 4
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Die Werte des relativen Wachstums sinken auch hier gradlinig, um in
K, mit -51,3 % bis -74,3 % ihr Minimum zu erreichen. Nur fur
Nandralon ist zwischen K; und 3xK; ein Anstieg von 20,5 % auf 41 %
zu erkennen. In den hdéheren Konzentrationsbereichen 3xK, und Kj
vergrolRert sich das Wachstum erneut auf Werte von 41 % bis 64,6
%.In der Konzentration 10xK; stegt lediglich der Wert fir Stanozolol
an (61,5 %), die Werte fur Testosteron und Nandralon fallen auf 23,1
% bzw. -10,2 %.

3.2.5 Rhabdomyosarkom 87/266 (Abb. 5)

R habdom yosaicom a 87/266: T esbsone

—8— Tetodeon

—0C—— Nandd on

——+—— Stanozol ol

rel. growth

Abb. 5
Dieses Sarkom zeigt ein vergleichsweise uneinheitliches Bild.
Nachdem das relative Wachstum in der Konzentration K; auf 23,8 %
bis -4,7 % abnimmt, steigt es fir alle drei Androgene in 3xK; auf
Werte von 52,4 % bis 171,5 % an. Auch bei dieser Zelllinie ist in der
Konzentration K2 ein Wachstumsminimum zu erkennen, das aber mit
-9,5 % bis -209,6 % sehr viel breiter als bei den ubrigen Linien

gestreut ist. In den Konzentrationen 3xK, und Ks; erhoht sich das
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Wachstum erneut, um in 10xK; mit Werten von -14,3 % bis -157 % ein

weiteres Minimum zu erreichen.

3.2.6 Rhabdomyosarkom 89/148 (Abb. 6)

R habdom yosaicom a 89/148: Ted osone

—a— Tedodeon
—0— Nandd on

——+—— Stanozl ol

rel. growth

ooncent r@at ions

Abb. 6

Allein unter der Einwirkung von Nandralon wird hier das Wachs-
tumsminimum bei K2 gradlinig erreicht. In der Konzentration K; fur
Testosteron und Stanozolol féallt zwar das relative Wachstum auf
46,4% bzw. 43,6%, steigt in 3xK; wieder geringfigig an (50% bzw.
57,3%). Die Werte fir die Konzentration K, liegen fur alle drei
Substanzen im negativen Bereich (-20,9% bis -28,9%). Wahrend die
Werte fur Testosteron und Stanozolol in den Konzentrationen 3xK,
und Ks zwischen 31,8% bis 60,9% liegen, erhdht sich der Wert fr
Nandralon auf 104,2% bzw. 110,9%. Bis auf den Wert fir Stanozolol
(25,5 %) liegen in der Konzentration 10xK; die Werte im negativen

Bereich.
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3.2.7 Fibrosarkom 89/096 (Abb.7)

Fibosaooma 89/09: Tebson e

—8— Tetodeon
—— Nandd on

——e—— Stanozol ol

rel. growth

Abb. 7

Bei dieser Linie steigen die Werte flr Testosteron und Nandralon von
K; auf 3xK; von 42,3% auf 46,5% bzw. 55,7% auf 68,2%, wahrend
sich das relative Wachstum unter Einwirkung von Stanozolol linear
von 80,4% auf 49,6% verringert. In der Konzentration K, liegen die
Werte aller drei Substanzen im Bereich von 32,3% bis 14,7%. Auch
diese Zellinie demonstriert in der Konzentration 3xK, einen
Wiederanstieg ithres Wachstums (59,8% bis 77,2%). Wahrend die
Werte fir Testosteron und Stanozolol in der Konzentration K3 weiter
ansteigen (80,4% bzw. 71,8%), fallt der Wert fir Nandralon auf 59,5%
und in 10xK3 auf 46,8%. In dieser Konzentration verringert sich der
Testosteron-Wert geringfiigig auf 67,9%, indes der Wert fir
Stanozolol eine sehr deutliche Verringerung auf -7,5% relativen

Wachstums zeigt.
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3.2.8 Fibrosarkom 87/072 (Abb. 8)

Fibosaiom a 87/072: Tepd eone

—=— Tedoderon

—O— Nandrdon

——+— Stanozd ol

Abb. 8

Diese Sarkomzellinie demonstriert ein im Wesentlichen den tbrigen
Linien ahnliches Wachstumsverhalten unter Einwirkung
derAndrogene. Das relative Wachstum nimmt in den Konzentrationen
K; und 3xK; annahernd linear ab, um in K, ein Minimum zu erreichen.
Abweichend von den anderen Linien stellt sich bei dieser Linie mit
dem Ki:-Wert far Nandralon (-22,7%) ein weiteres
Wachstumsminimum dar. Auffallig ist weiterhin, daf} der K,-Wert fir
Stanozolol (57,4%) nicht im unmittelbaren Bereich der beiden tbrigen
Werte (9,9% bzw. -0,3%) liegt. In den Konzentrationen 3xK, und Kj
steigen die Werte erneut an. Sie liegen hier allerdings fir Testosteron
und Stanozolol im Bereich Gber 100% relativen Wachstums (108,4%
bis 121,4%) In der hochsten Konzentration 10xK; nimmt das
Wachstum wieder ab (43% flur Testosteron) und erreicht mit -4,1% flr

Nandralon bzw. -6,4% flr Stanozolol negative Werte.
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3.2.9 Zusammenfassung

In den vorliegenden Grafiken ist deutlich ein &hnliches Verhalten der
Zellinien unter Einwirkung der drei Steroide zu erkennen.Das relative
Wachstum der Sarkomzellen nimmt in den Konzentrationen K; und
3xK; annahernd linear ab und erreicht in K, ein Minimum.
AnschlieRend steigt das Wachstum in den Konzentrationen 3xK, und
K3 wieder an und fallt in 10xK; erneut auf ein Minimum. Dieses
Verhalten wird auch von den sich im Anhang befindenden Grafiken

dokumentiert.
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3.3 PROSTAGLANDINE

3.3.1 PGE, (Prostavasin)

Die zehn in diesem Proliferationsassay getesteten Sarkomzellinien
zeigen unter der Einwirkung von PGE1l sehr unterschiedliche
Reaktionen (Abb.1 und Abb.2). In der Konzentration 3xKO,;
(Dosierung siehe MATERIAL und METHODEN) bleiben drei Linien -
das maligne Schwannom 86/324 mit 100%, das Rhabdomyosarkom
87/266 mit 96,1% und das Liposarkom 87/214 mit 14,1% - im Bereich
zwischen 0 bis 100% relativen Wachstums. Das Rhabdomyosarkom
89/148 steigt in dieser Konzentration auf 169,1%.

PROSTAVASNL

—=a— 87/015

Abb. 2

Das Wachstum zweier Linien fallt mit -14,4% und -15,8% gering- flgig
in den negativen Bereich (maligne fibrose Histiozytome 87/015 bzw.
86/102). Die (ubrigen vier Linien zeigen hier einen deutlichen
Stimulationseffekt (Fibrosarkom 89/096: 227,2%, Liposarkom 86/197:
290%, Fibrosarkom 89/072: 447,7%, malignes Schwannom 89/063:
839,6%). Auch in K; bleiben diese Linien klar im Bereich tber 200%

relativen Wachstums. Alle anderen Linien behalten ihre
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Wachstumswerte aus 3xKO0,; ungefahr bei, lediglich das Histiozytom
87/015 fallt weiter auf -63,5%, wahrend das Schwannom 86/324 auf
139,1% steigt.

PROSTAVASN2

—=—— 86/324
—0O— 87/214

—— 86/197

rel. growth

—0—— 89/072

——— 89/0%

Abb. 2
In der Konzentration 3xK; zeigen neun Linien ein Absinken ihrer
Wachstumsaktivitat. Trotz dieser Verringerung bleiben drei Linien im
Bereich Uber 200% Wachstum (89/096 mit 215,4%, 89/072 mit
247,7% und 89/063 mit 555,5%). Das Histiozytom 87/015 behalt den
Wert aus K; bei, wahrend das Histiozytom 87/015 mit -89,5% sein
Wachstumsminimum erreicht. Bis auf die Zellen des Fibrosarkoms
89/096, die in der Konzentration K2 den Wert aus 3xK; annahernd
halten (212,9%), zeigen alle Ubrigen Linien ein erneu- tes Ansteigen
ihrer Wachstumsaktivitat in K2.
In 3xK2 erhoht sich in drei Fallen (89/096, 89/063 und 87/266) das
relative Wachstum, in funf Fallen werden die Werte aus K2 ungefahr
gehalten. Zwei Linien demonstrieren ein deutliches Absinken ihres
Wachstums gegeniuber K2 (Liposarkom 86/197 von 272,6% auf
206,6%, Histiozytom 86/102 von 152,5% auf 15,8%).
In der hdchsten Konzentration K3 nimmt bei acht Linien die

Wachstumsaktivitat unterschiedlich stark ab, wobei dieses Absinken
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am augenfélligsten bei dem Fibrosarkom 89/096 ist (297,3% auf -
54,6%). Wahrend das Histiozytom 87/015 seinen Wachstumswert aus
3xK2 annahernd héalt (-11,2%), steigt das relative Wachstum des
Histiozytoms 86/102 noch einmal an )131,5%).

3.3.2 PGI2 (PROSTACYCLIN)

Unter der Einwirkung von PGI2 zeigen die Zellinien Reaktionen, die
den in 3.1 beschriebenen ahnlich sind (Abb. 3 und Abb. 4).

Das Bild in der Konzentration 3xKO,, ist auch hier sehr weit gefachert.
Drei Linien zeigen einen Stimulationseffekt (Schwannom 89/063:
422,2%, Fibrosarkome 89/072 und 89/096: 492% bzw. 231,3%), drei
Zellinien steigern ihr  Wachstum auf Werte Uber 100%
(Rhabdomyosarkom 87/266: 150%, Liposarkom 86/197: 160,4%,
Schwannom 86/324: 107,9%), zwei Linien bleiben im Bereich
zwischen 100% und 0% relativen Wachstums (Rhabdoyosarkom
89/148: 96,1% und Liposarkom 87/214: 25,6%), wahrend die beiden
Histiozytome 87/015 und 86/102 in den negativen Bereich fallen (-
1,3% bzw. -79%).

PROSTACYCLNL

—=—— 87/015

—0O— 86/102

——e—— 89/148

—o—— 87/266

———— 89/063

oconeent rat ions

Abb. 3
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PROSTACYCLN2

—— 86/324

—0— 87/214

——e— 86/197

—o—— 89072

——— 89/096

Abb. 4

In der nachsthoheren Konzentration K; werden die Werte aus 3xKO0,;
annahernd gehalten. Lediglich zwei Linien zeigen eine auffallige
Anderung ihres Wachstumsverhaltens: das Schwannom 89/063 mit
einem weiteren Anstieg des relativen Zellwachstums von 422,2% auf
651,8% und das Schwannom 86/324 mit einem Absinken von 107,9%
auf -1,6%.

In 3xK; nimmt das relative Wachstum bei acht Linien ab, wahrend
zwei Linien ein geringflgiges Ansteigen zeigen (87/015 von -54,9%
auf

-47,1%, 89/063 von 651,8% auf 674,3%). Die Wachstumsabnahme
fallt in dieser Konzentration bei den beiden Fibrosarkomzellinien am
deutlichsten aus (89/096 von 194,6% auf 91,8%, 89/072 von 519,9%
auf 182,5%).

In der Konzentration K2 demonstrieren alle Linien ein Anstieg ihrer
Wachstumsaktivitat, der bei 89/072 am auffalligsten ist (182,5% auf
592,5%). Vier Linien (86/324, 86/197, 89/096 und 89/063) zeigen

einen Anstieg von tber 100%.
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Ein indifferentes Verhalten demonstrieren die Zellinien in der Kon-
zentration 3xK2. Wahrend funf Linien ein weiteres Ansteigen ihres
relativen Wachstums zeigen - am deutlichsten das Histiozytom 86/102
mit -5,3% auf 121% -, ist bei den funf Ubrigen Linien ein Absinken
ihrer Wachstumsaktivitat zu beobachten.

In der hdchsten Konzentration K3 sinkt in neun Fallen das relative
Wachstum, wobei dies bei dem Schwannom 89/063 und dem
Fibrosarkom 89/072 am auffalligsten ist. Die beiden Sarkome bleiben
aber mit Werten von 513,7% bzw. 282,6% deutlich in dem
Wachstumsbereich, in dem man von einem stimulativen Effekt der
beiden Prostaglandine sprechen kann. Das Histiozytom 86/102 zeigt
in der Konzentration K3 als einzige Linie ein Ansteigen des relativen

Wachstums und erreicht mit 333,5% ihr Wachstumsmaximum.

3.3.3 Zusammenfassung

Unter der Einwirkung der Prostaglandinderivate ist kein eindeutiges
Verhalten zu erkennen. Zu bemerken ist lediglich, das diejenigen
Zellinien, die unter der Einwirkung von PGE1 einen stimulativen Effekt
zeigen, diesen auch in den Versuchen mit PGI2 aufweisen.

Im Anhang befinden sich Grafiken, die einen direkten Vergleich

der beiden Prostaglandine fir jede Zellinie ermoglichen.
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4 Diskussion

4.1 ERYTHROPOIETIN

4.1.1 Proliferationstest

Der therapeutische Einsatz von rHUEPO, insbesondere bei
Patienten mit einer tumorinduzierten Anamie (HERRMANN, 1991
und LUDWIG , 1990), bedarf der genauen Abklarung, ob es durch
das Medikament zu einer Tumorzellstimulation kommen kann.

In den Versuchsreihen zur Proliferationstestung wurden die beiden
Erythropoietine in physiologischen Konzentrationen eingesetzt, d.h.
die Herstellerangaben fur den in-vivo-Gebrauch wurden fur den
Einsatz in der Zellkultur umgerechnet (siehe MA-TERIAL und
METHODEN). In diesen Konzentrationsbereichen konnte keine
tumorzellstimulierende Wirkung auf die Sarkomzellinien festgestellt
werden.

Dieses Ergebnis wird von anderen Untersuchungen bestatigt
(BAUER, 1992; BERDEL, 1991; FRIEDRICH, 1993b). Auch
MUNDT stellte 1992 an verschiedenen Karzinomen keine ver-
anderte Proliferation unter der Einwirkung von Erythropoietin fest. In
den héheren Konzentrationsbereichen konnte eine Hemmung des
Tumorzellwachstums beobachtet werden. Dieser inhibitorische
Effekt scheint aber ohne therapeutische Relevanz zu sein, da die
Konzentrationen hier weit Gber den angegebenen Therapiedosen

liegen.
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4.1.2 Zytotoxizitatstest

In diesen Versuchsreihnen wurden die Sarkomzellinien mit un-
physiologisch hohen Konzentrationen Erythropoietin behandelt
(siehe MATERIAL und METHODEN).

Auch hier wurden bei dem gro3ten Teil der Sarkomzellinien keine
Hinweise fur eine tumorzellstimulierende Aktivitat gefunden.
Lediglich in drei Fallen verstérkte sich das Wachstum dosisunab-
hangig (siche ERGEBNISSE). Die gelegentlich auftretenden
Unterschiede in der Wirkung von ERYPO und RECORMON
konnten chargenabhangig sein. Zu beachten ist, daf3 in der
hochsten Konzentrationsstufe alle Linien eine Minderung bzw. eine
Inhibition ihres Wachstums zeigen. Dieser Effekt ist aber zu
vernachlassigen, da die angewandten Dosen weit Uber den

ublichen Therapiedosierungen liegen.

4.2 PROSTAGLANDINE

Das relative Zellwachstum wurde bei dem Grof3teil der untersuchten
Sarkomzellinien nicht oder nur im geringen Malle von den
Prostaglandinderivaten beeinfluf3t. Erstaunlicherweise wurden zwei
der Linien von beiden Prostaglandinen stimuliert (siehe MATERIAL
und METHODEN; Friedrich, 1993a). Normalerweise wirde kein
proliferativer Effekt der Prostaglandine erwartet werden. Neben
ihren antithrombotischen sind auch antimetastatische
Eigenschaften dieser Substanzen bekannt (GASTPAR, 1982).
Antimetastatische Eigenschaften einer Substanz sind keine
Garantie fur ahnliche Effekte in Bezug auf die Stimulation des
Tumorzellwachstums. ELLIS et al. (1990) stellte eine differenzierte
Rolle von Prostaglandin E; in der Tumormetastasierung des Lewis-

Lungenkarzinoms der Nacktmaus dar. Auf der einen Seite wirkte
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PGE1l als Promotor auf artifizielle Metastasen (i.v.-Infusion von
Karzinomzellen wahrend konstanter PGE1-Infusionen), wahrend es
antimetastatische Effekte bei Tieren mit primaren LLK zeigte.
Prostaglandin 12 wurde eine antimetastatische Aktivitat auf
Lebermetastasen eines humanen Pankreasadenokarzinoms der
Nacktmaus zugeschrieben (SCHWALKE et al., 1990). Wegen ihrer
Wechselwirkung zwischen antithrombotischer Eigen- schaften und
Tumorzellen zeigen PGE1 und PGI2 antimetastatische Effekte in
anderen experimentellen Studien (COSTANTINI et al.,, 1988;
GIRALDI et al., 1988). In einer experimentellen Studie wurden
verschiedene Prostaglandine in ihrer Wirkung auf Synthese und
Sekretion von Proteinen und Glykoproteinen untersucht. PGE2 und
16,16-dimethyl-PGE2 steigerten die Aufnahme von Aminozuckern
in  Zellkompartimente und die Ausscheidung saure unlosliche
Makromolekille konzentrationsabhéngig. Auf der anderen Seite
zeigte sich bei diesem Versuch, dal3 ILOPROST ineffektiv bei der
Stimulation von Magenmukosazellen des Schweins ist (HEIM et al.,
1990).

Prostaglandine (PGF2a, PGE1l, PGE2),TxB2 und Plasmafett-
saurenspiegel wurden durch Doxorubicin-Applikation bei Ratten bis
zu neun Wochen nach Gabe nicht beeinflu3t (ROBINSON und
GIRI, 1987). Dies unterstitzt die Hypothese, dal3 die endogene
Prostaglandinproduktion in  normalen Zellen wéahrend der
Chemotherapie (Doxorubicin) kaum beeinfluf3t wird.

Bis jetzt sind die verfugbaren Daten in Bezug auf die Arznei-
mittelsicherheit von PGE1 und PGI2 im Hinblick auf eine mdgliche
Stimulation von Tumorzellwachstum beschrankt. Obwohl der
klinische Erfolg der Mikrogefal3chirurgie mdglicherweise durch den

Einsatz antithrombotischer Substanzen entscheidend mitbeeinfluf3t
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werden kann, ist doch ein patientenorientierter Test notig, der die
Frage klart, ob eventuell ein individueller Stimulationseffekt vorliegt.
Diese Fragestellung wére ebenfalls zu klaren, wenn es postoperativ
zu einer verlangerten Anwendung dieser antiaggregatorischen

Substanzen kommt.

4.3 ANDROGENE

Die Androgene zeigten bei allen Sarkomzellinien eine aufféllige
Reaktion. Wéahrend es in den niedrigen und in den hohen
Konzentrationsbereichen zu keiner bzw. einer nur geringen
Anderung des Wachstumsverhaltens der Zellinien kam (siehe 3.),
ist in der mittleren Konzentration eine Verringerung der
Wachstumsgeschwindigkeit zu beobachten. Dieses "zweiphasige"
Verhalten wird durch mehrere Untersuchungen bestatigt. OLEA
(1990) stellte bei der Untersuchung der androgen-sensitiven
Prostatatumorzellinie LNCaP mit Anti-Androgenen eine ahnliche
biphasische Reaktion der Zellinie fest, wobei die Ubertragbarkeit
der Ergebnisse natlrlich beschrénkt ist, da es sich hierbei um eine
Karzinomzellinie handelt.

SERRERO(1992) untersuchte die Wirkung von Testosteron auf
Teratomzellen der Maus. In-vivo und in-vitro beobachtete sie eine
Reduktion des Wachstums der Zellen bzw. der Zellinien. Bei der
Untersuchung von permanenten Plattenepithelkarzinomzelllinien
des Larynx unter Testosteroneinflu3 wies KLEEMANN (1993) eine
dosisabhéngige Wachstumshemmung nach.
Wachstumsregulierende Eigenschaften werden den Androgen-
rezeptoren in verschiedenen Untersuchungen nachgewiesen.
MATSUOKA (1987) wies einen stimulierenden Effekt wvon
Androgenen auf Osophaguskarzinome nach. In derselben
Untersuchung wurde ein leichter inhibierender Effekt von
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Ostrogenen gezeigt. NEHSE (1994) stellte fest, daR unter
Einwirkung von Androgenen der Gehalt von Androgenrezeptoren in
Karzinomen der Mundhéhle und der Zunge signifikant geringer ist
als der in normaler Mukosa.

Funktion und Aufbau der Androgen-Rezeptoren sind weitgehend
bekannt (CHANG, 1988; LUBAHN, 1988; TILLEY, 1989). In der
vorliegenden Untersuchung zeigen die Zellinien eine Reaktion, die
sich maoglicherweise auf eine biphasische-
konzentrationsabhangige Wechselwirkung zwischen Androgen und
Androgen-Rezeptor zurtickfihren lassen. Ein ahnliches Ergebnis
zeigt die Untersuchung von OLEA (1990).

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten durch weitere Untersuchungen
verifiziert werden, zumal die Daten in Bezug auf Sarkome

beschrankt sind.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Untersuchung wurden im Monolayer-
Proliferations-Assay verschiedene Substanzgruppen (Rekom-
binantes humanes Erythropoietin, Prostaglandinderivate und
Androgene) in  Bezug auf ihre Wirkung auf das
Wachstumsverhalten von Tumorzellinien mesenchymaler Herkunft
getestet. Bei den angewendeten Substanzen handelt es sich um
Stoffe, die sich in klinischer Anwendung befinden. Da sie hierbei
oftmals bei Tumorpatienten verwendet werden, stellte sich die
Frage, ob und in welchem Ausmal} ein proliferativer Effekt auf den
Tumor zu erwarten ist.

Die Erythropoietine zeigten keinen proliferativen Einflu auf die
Tumorzellinien, im héheren Konzentrationsbereich einen geringen
inhibierenden Effekt, der aber ohne Relevanz zu sein scheint, da
die Konzentrationen oberhalb der therapeutischen Bandbreite liegt.
Unter Einwirkung der Prostaglandinderivate zeigten die
Sarkomzellinien individuelle Reaktionen. Wahrend es bei den
Rhabdomyosarkomen und den Liposarkomen zu einer Steigerung
des relativen Wachstums bis auf das Doppelte kam, wurden ein
Fibrosarkom und ein malignes Schwannom bis 500% bzw. 800%
stimuliert.

Die Zellinien reagierten bei der Behandlung mit Androgenen
auffallig. Wahrend es in den niedrigen Konzentrationsbereichen zu
einem Absinken des relativen Wachstums kam, um in den mittleren
Konzentrationen ein Minimum zu erreichen, stieg es in den héheren
Bereichen wieder an. In der hochsten Konzentration kam es erneut

zu einem Absinken des relativen Wachstums.
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Zellkulturuntersuchungen mit Sarkomzellinien sind selten; diese
Arbeit sollte daher als Grundlage fir weitergehende

Untersuchungen in Bezug auf Sarkome gelten.
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7 Anhang

1.Wachstumskurven

a.Rhab

100000 -

domyosarkome

WACHSTUMSKURVEN: RHABDOMYOS ARKOME

10000 £ = : : : : =

Zellzahl pro ml

1000 +

—®—87/266

——89/148

100 +

10 +

Tag

b.Schwannome

Zellzahl pro ml

WACHSTUMSKURVEN: SCHWANNOME
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -

15000 -
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—®— 89/063

— 00— 87324




c.Liposarkome

WACHSTUMSKURVEN: LIPOS ARKOME

450000 T - - - ;o c = = = === = .. — - .o oo oo oo oo oo
400000
350000

300000

250000 —8— g7p14

—— 86/197

200000

Zellzahl pro ml

150000

100000

50000

0

Tag

d.Fibrosarkome

WACHSTUMSKURVEN: FIBROS ARKOME

—=— 89/072

—0— 890%

Zellzahl pro ml
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e.Histiozytome

WACHSTUMSKURVEN: HISTIOZYT OME

3000 T - - - - - s s s s s s s o oo

——®— 87/15

—H— 86/102

Zellzahl pro ml

Tag

2.Erythropoietine: Vergleich ERYPO/RECORMON (Prolif.)

a.Fibrosarkom 89/096

Fibosioom a  89/096: Com paison ERYPORECORM ON

—8— ERYPO

—— RECORM ON

rel. growth
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b.Fibrosarkom 87/072

Fibosakom a 87/072. Com paisstn ERYPORECORM ON

—=— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth

c.Liposarkom 87/214

Liposamom a 87/214; Com paison ERYPORECORM ON

—8— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth
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d.Liposarkom 86/197

Liposacom a 86/197: Com paison ERYPORECORM O (Zytotox ztatses)

—=s— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth

e.Schwannom 87/324

Schwannom a87/324: Com paison ERYPORECORM O (Eytotox atatt et )

—a— ERYPO

rel. growth

—O0— RECORMO
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f.Schwannom 89/063

Schwannom a89063: Com paison ERYPORECORM O [¥ytotoxi atatsed)

—8— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth

g.Rhabdomyosarkom 89/148

R habdom yosamom a 89/148: Com paison ERYPORECORM O (Zytotoxi atétded)

—a— ERYPO

—— RECORM ON

rel. growth
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d.Liposarkom 86/197

Liposacom a 86/197: Com paison ERYPORECORM O (Zytotox ztatses)

—=s— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth

e.Schwannom 87/324

Schwannom a87/324: Com paison ERYPORECORM O (Eytotox atatt et )

—a— ERYPO

rel. growth

—O0— RECORMO
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f.Schwannom 89/063

Schwannom a89063: Com paison ERYPORECORM O [¥ytotoxi atatsed)

—8— ERYPO

—— RECORMO

rel. growth

g.Rhabdomyosarkom 89/148

R habdom yosamom a 89/148: Com paison ERYPORECORM O (Zytotoxi atétded)

—a— ERYPO

—— RECORM ON

rel. growth
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h.Rhabdomyosarkom 87/266

R habdom yosaioom a 87/266: Com paison ERYPORECORM O (#ytotoxiztatses)

‘ ‘ L | —=— ERYPO
3
— o RECORMO

rel. growth

=

3.Androgene:Substanzvergleich

a.Testosteron

TESTOSTERON

—=—— 89/148

—0— 87/266

——e—— 89/063

rel. growth

—0—— 86/324
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TESTOSTERON

140 -

—a—— 87/214
< —0O— 86/197
E
5 ———— 87/072
>
E —o—— 89/096

concent rat ions
b.Nandralon
NANDRALON
—a—— 89/148

—0— 87/266

——e—— 89063

rel. growth

—o— 86/324
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NANDRALON

—n— §7/214
—0— 86/197

——— 87/072

rel. growth

—o—— 89/096

7o T

c.Stanozolol

STANOZOLOL

—=— 89/148
——— 87/266

——+—— 89/063

rel. growth

—0—— 86/324
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STANOZOLOL

—n— 87/214
—0— 86/197

—e— 87/072

rel. growth

—o—— 89/09%6

4.Prostaglandine

a.Fibrosarkom 89/096

Prog aglandi ne Fibosioom a 89096

—8— Pot avas n

—— Pot aod in

rel. growth
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b.Fibrosarkom 87/072

Prog aglandine Fibrosacom a  87/072

—8— Pog avas n

—0— P aod in

rel. growth

c.Liposarkom 87/214

Prog aglandine Liposacom a 87/214

—=— Pod avad n

—0— Pog aod in

rel. growth
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d.Liposarkom 86/197

Prog aglandine Liposioom a 86/197

—=— Pod avad n

rel. growth

—— Pot aod in

KO 3xK0,1 K1 K1 K2 AK2 K3
ooncent fat ions

e.Schwannom 87/324

Prog aglandi ne Schwannom a87/324

—=— Pod aved n

—0— Pog aod in

rel. growth
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f.Schwannom 89/063

Prog aglandine Schwannom a 89063

—=— Pod avad n

—0— Pt aod in

rel. growth

g.Rhabdomyosarkom 89/148

Prog aglandi ne R habdom yosaicom a 89/148

—8— Prg avas n

—0O— Pod aod in

rel. growth

t t t t 1
KO 3KO0,1 K1 K1 K2 K2 K3
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h.Rhabdomyosarkom 87/266

Piog aglandi ne R habdom yosaicom a 87/266

—=— Pod aas n

—— Pog aod in

rel. growth

t t t t 1
KO 3*KO0,1 K1 K1 K2 K2 K3

I.Histiozytom 87/015

Piog aglandine Hidioct om a87/015

—=— Pod aed n

—0O— Pig aod in

rel. growth
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J-Histiozytom 86/102

Prog aglandine Higiooyt om a86/102

—8— Pog aas n

—+— Pg aod in

rel. growth
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